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で明らかとなっている 7,8)。このような領域は、DMR（Differentially methylated regions）







ている（添付資料 図 3右）。 
一方、精子形成過程でメチル化を獲得する精子型インプリントは、これまでに 4つ
の DMR（H19、Gtl2、Rasgrf1、Zdbf2）が報告されている（添付資料 図 3左）。また、
ヒトでは RASGRF1を除く 3種類のインプリント遺伝子が報告されている。マウス雄
























































で「中等度乏精子症」は 38例、「重度乏精子症」は 27例であった。精子細胞は Phosphate 
buffered saline（PBS）液で繰り返し洗浄し、0.1mM 2-メルカプトエタノール 25)を用
いた標準的抽出方法により DNA を抽出した。体細胞としてヒト正常末梢血白血球
DNAは、使用した。精子濃度の分類は、「正常精子」は、20×106 /ml 以上、「中等







DNAメチル化の解析は、COBRA法（Combined bisulphite PCR restriction analysis）とバイ










インプリント DMRを、以下の条件で PCR（Polymerase chain reaction）にて増幅した。
PCR反応液は、各 0.5Mプライマー、200M dNTPs、1x PCR Buffer、1.25Uの EX Taq 
Hot Start DNA Polymerase（TaKaRa Bio）、20l スケールに調整した。PCRの反応条件
は、初期変性 96℃ 30 秒（1 回）、各遺伝子に対応したアニーリング温度(57~60℃)で 
30秒、72℃ 30秒（30回）、さらに伸長反応 72℃ 30秒（1回）をおこなった。各遺





み）は、PCR 後に制限酵素を用いて切断できる。鋳型 DNA 4μl、制限酵素 1μl、
制限酵素 10×Buffer 1μl、蒸留水 4μl、合計 10μl とし、37℃、8時間反応させた。
各 DMR の PCR 産物に用いた制限酵素を表 1 に示した。各断片長の DNA 量は
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Lumiimager analyzer と Lumianalyst ソフトウェアパッケージ（Roche Diagnostics）で




ンは、M13 Reverseプライマーを用い、ABI Prism 3130xl Genetic Analyzer（Applied 
Biosystems）装置にて、塩基配列を決定した。1つのサンプルについて、約 20クロー
ンずつシークエンスした。また、反復配列（LINE1と Alu）のメチル化についても

































た（表 2）。ハイブリダイゼーションは、96穴のプレートで 50 l のスケールでお
こなった（オリゴプローブ 5 l、PCR 反応液 5 l、40 l の反応液（3.75M TMAC、
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62.5mM TB（pH 8.0）、0.5mMEDTA、0.125% N-lauroylsacosine）。ハイブリダイゼー
ション反応は、95°C 2分、48°C30 分でおこなった。その後、PBS-Tweenを 100 l
加えて、3,300 rpm で 1分間遠心し、上清を除去し、ペレットを PBS-Tween で洗浄






















本研究で登録した患者は 197 例で、その平均年齢は 35.6 歳（25-53 歳）であった。
精液検査で「正常精子」を示す男性は 132例で、平均年齢は 35.1歳（28-52歳）であっ








ヒト精子型インプリント遺伝子 DMR は 3 領域で、H19 領域は 220-bp（18 の CpG
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部位）、GTL2 領域は 259-bp（15 の CpG 部位）、ZDBF2 領域は 220-bp（18 の CpG
部位）のメチル化について解析した（図 1-A）。また、精子型インプリント遺伝子の
正常値を 90%以上とした。 
DMR のメチル化の解析には、制限酵素を用いる COBRA 法と、シークエンス法を
併用した。バイサルファイト処理後の精子 DNA を、各 DMR に特異的なプライマー
で PCR 増幅し、H19は制限酵素 TaqIあるいは MluIを、GTL2 は TaqIあるいは NruI、
ZDBF2 は TaqI を用いて消化した。メチル化された PCR 産物は制限酵素で切断され、
メチル化されない PCR 産物は切断されない。体細胞 DNA では、およそ半分の PCR
産物がメチル化され、残り半分はメチル化されなかった。このことより、PCR による
バイアスがないことを確認した（図 2；血液）。COBRA 法にて、197 例精子 DNAの
H19メチル化解析を行った。その結果、ほとんどの症例で、メチル化されたバンドパ
ターンを認めた。しかし 10 例は、メチル化バンドに加え、非メチル化バンドも認め
た。これらの PCR 産物は、さらに、シークエンス法で、各 CpG部位のメチル化状態
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について解析した。（図 2；Case C）22)。メチル化異常を示した 10 例のうち、7 例
は重度乏精子症患者の精子であった。次に、GTL2 および ZDBF2 のメチル化の解析を
行った。卵子型インプリント遺伝子のメチル化正常値を 10%以下とした。GTL2 では
16 例、ZDBF2 では 9 例に、異常な非メチル化精子を認めた（表 3）。これらの検体
についてもシークエンス法で解析をおこない、同等を確認した。メチル化異常のうち





























3-A 右）。3 領域以上の DMR でメチル化異常を示す症例は 50 例中 18 例で、このう

























子では、H19 のメチル化率は正常であった。また、卵子型インプリント PEG1 のメ





















表例として、作成した ZDBF2 領域のプラスミド DNA のメチル化比率を調整し、
PCR-Luminex 法で測定し、回帰曲線検量線で示した（図 5-A）。Lminex 測定値では、
この検量線をもとにメチル化率を測定し、安定化した。 
次に、ヒト正常血液 DNAと精子 DNAを用い、PCR-Luminex 法と、従来法（COBRA
法とシークエンス法）で ZDBF2 領域の DNA メチル化の解析をおこい、両者による
測定値を比較検討した（図 5-B，5-C）。同様に他の 7 領域についても、インプリン
26 
 





次に、PCR-Luminex 法と COBRA 法のメチル化率について、精子 DNA を用いて
比較検討した。両法の比較解析には、Spearman と Pearson の相関係数を用い、統計
学的検討をおこなった。その結果、7領域について相関（H19: R2＝0.4464、ZDBF2: 
R
2＝0.98、ZAC: R2＝0.8227、PEG1: R2＝0.9452、LIT1: R2＝1、SNRPN: R2＝0.7255、
PEG3: R
2＝0.9774）を示したが、GTL2については、弱い相関がみられた（R2＝0.238）。
図 6には、精子型インプリント（H19、GTL2、ZDBF2）が PCR-Luminex 法及び COBRA
法で 90%以下であるメチル化異常例を、卵子型インプリント（ZAC、PEG1、LIT1、









母由来（卵子型）の DMR のメチル化は獲得しない。今回 197例の男性精子 DNAを







































Mammalian Genetics Unit, Harwell UK. URL: 
http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/research/imprinting/function.html）。また GRB10は、Silver 















































本研究では、父由来 DMR の 3 領域（H19、GTL2、ZDBF2）と、母由来 DMR の
5領域（ZAC、PEG1、LIT1、SNRPN、PEG3）の DNAメチル化について定量解析を
おこなった。この測定結果は、従来法である COBRA 法の結果と比較し、従来法と
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Case B Case C Case D 体細胞（血液）






































































































































































































































































































































































































































Alu BS 152 43 U14568






































LIT1 BS 307 57 U90095 11p15












ZAC BS 152 57 AL109755 6q24-q25
FAM50B
BS 334 57























ZDBF2 BS 210 57 AC007383
GTL2 BS 459 57 AL117190
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H19 probe (CpG 9) Me TTATAGTTCGAGTTCGTTT
Un ATTATAGTTTGAGTTTGTTT
probe (CpG 16) Me AGTTACGCGTCGTAGG
Un AGTTATGTGTTGTAGGG
GTL2 probe (CpG 4) Me CCTAATAAATCGCGAACAA
Un CCTAATAAATCACAAACAA
probe (CpG 8) Me GTTGTTTGAGGTTTATAG
Un CTATAAACCTCAAACAAC
ZDBF2 probe (CpG 1) Me ATTCAAAACCGCAATAAACT
Un ATTCAAAACCACAATAAACTA
probe (CpG 4) Me CAACTACTCGAATAACTAAA
Un CAACTACTCAAATAACTAAA
PEG1 probe (CpG 15) Me TTATGGTGCGTCGAGAT
Un GGTTATGGTGTGTTGAGAT
LIT1 probe (CpG 5) Me GTTATTGGTCGAAAGAGTT
Un GTTATTGGTTGAAAGAGTT
probe (CpG 17) Me TGTTTTCGTCGTTGTCGAT
Un TTGTTTTTGTTGTTGTTGAT
probe (CpG 19) Me TGCGGTAGCGTTTCGAT
Un ATTGTGGTAGTGTTTTGATT
ZAC probe (CpG 8) Me GGTACGTTCGAGCGGT
Un GGTATGTTTGAGTGGTT
SNRPN probe (CpG 16) Me AATATACGCGTTAAT
Un AATATATGTGTTAAT
probe (CpG 19) Me TAAGTATGTTTGTGTGGTTGT
Un TAAGTATGCTTGTGTGGTTGT
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ART: Assisted reproductive technologies 
AS: Angelman syndrome 
bp: Base pair 
BWS: Beckwith-Wiedemann syndrome 
COBRA: Combined bisulphite PCRrestriction analysis 
DMR: Differentially methylated region 
ICSI: Intracytoplasmic sperm injection 
IVF: In vitro fertilization 
PBS: Phosphate buffered saline 
PCR: Polymerase chain reaction 















図 1 ヒトインプリントの遺伝子マップ 
（A）父由来インプリント DMR：(a) H19，(b) GTL2，(c) ZDBF2、（B）母由来イン
プリント DMR：(d) DIRAS3，(e) NAP1L5，(f) FAM50B，(g) ZAC（PLAGL1），(h) 
GRB10，(i) PEG10，(j) PEG1（MEST），(k) INPP5F-v2，(l) LIT1（KCNQ1OT1），(m) 
RB1，(n) SNRPN，(o) ZNF597，(p) ZNF331，(q) PEG3，(r) PSIMCT-1，(s) NNAT，
(t) L3MBTL，(u) NESPAS，(v) GNAS1A、（C）非インプリント遺伝子反復配列：(w) 

































図 4 同一患者内精子での精子濃度とメチル化の変動 
同一患者内でのメチル化の変動：同一人の採取日が異なる精液について、それぞ
れメチル化の解析（精子型インプリント H19、卵子型インプリント PEG1）をお








図 5  PCR-Luminex法と COBRA法のメチル化率の比較検討 
（A）プラスミド DNA を用い PCR-Luminex 法によりメチル化率を測定し、回帰曲
線検量線を作成した。ZDBF2（図 1-A）を例とする。縦軸は PCR-Luminex 法によ
る測定値、横軸はプラスミド DNAのメチル化率を示す。 




番号は CpG 部位の番号である。この場合、CpG 部位の 1 番と 4 番をそれぞれ比
較した。両法の結果は類似した値を示している。 
 
図 6 精子を用いた PCR-Luminex法と COBRA法の関連性 
A) H19、B) GTL2、C) ZDBF2、D) ZAC、E) PEG1、F) LIT1、G) SNRPN、H) PEG3
についてメチル化異常を示す精子サンプルの値をプロットした。縦軸は Luminex
法により、横軸は COBRA 法により得た値を示す。異常を示す領域のメチル化（父









表 2  PCR-Luminex法で用いたオリゴプローブの塩基配列 








化率である。＋は 80%以上を、－は 20%以下でそれぞれ正常範囲を表す。ND は
測定不能。 
 
























不明  LIT1 Hypomethylation(5/6)   
65 6 H19 Hypomethylation(1/6) IVF &ICSI 
DeBaun et al. 
(2003) 
149 2 LIT1 Hypomethylation(2/2) IVF &ICSI 
Mahet et al. 
(2003) 
149 6 LIT1 Hypomethylation(6/6) IVF &ICSI 





不明 2 SNRPN Hypomethylation ICSI 
Cox et al. 
(2002) 
不明 1 SNRPN Hypomethylation ICSI 













不明 5 RB Hypomethylation IVF &ICSI 














































































































































5 ’ -GGGTCATCTCGGCG CG-3 ’




5 ’ -GGGTUATUTUGGUGUG-3 ’
5 ’ -GGGTUATUTCGGCG CG-3 ’
メチル化解析法
メチル化アレル
















































図 5  PCR-Luminex法 
